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論文内容要旨
目的
 浸潤性乳管癌40例を用いて,予後との関連性が認められている分子生物学的因子であるTP
 53の変異の有無,ER,HER2の3因子について,各因子の背景にある分子機構を解明するため
 網羅的遺伝子発現解析を行い,抽出された遺伝子群を分子生物学的機能によって分類することに
 より,その特徴を捉える。また,将来的に予後を予測するための診断ツールとして本研究のデー
 タを利用することを想定し,各因子のステータスを予測できる遺伝子発現プロファイルを作成す
 ることを目的とした。
方法
 平成12年3月より平成14年11月までに東北大学医学部付属病院乳腺・内分泌外科で手術を
 行った浸潤性乳管癌で,東北大学医学部・医学系研究科倫理委員会の承認を受けた研究計画(乳
 癌の分子診断法開発に関する研究)について本人よりインフォームド・コンセントが得られた
 40症例を対象とした。TP53遺伝子変異は翻訳領域のDNAシークエンス法で解析した。ER,
 HER2の発現は免疫組織染色により判定した。網羅的遺伝子発現解析はAgilent社のオリゴヌ
 クレオチド・マイクロアレイ(41,000遺伝子)を使用し,全40例の80%以上(32例以上)で
 バックグラウンドの値よりも明らかに大きなシグナル値を示す19,206遺伝子を抽出し,統計学
 的解析の対象とした。TP53変異の有無,ER,HER2の発現の有無によって有意に発現差のあ
 る遺伝子を抽出し,それぞれ分子生物学的機能により分類することにより,各因子を特徴づける
 分子生物学的機能の同定を試みた。また,上記3因子のステータスを予測できる遺伝子発現プロ
 ファイルを作成し,そのステータス予測の信頼性をK-nearestneighbor法を用いて検証した。
結果
 各因子のステータスにより選択された遺伝子を分子生物学的機能により分類し,TP53変異型
 では細胞周期・細胞分裂に関係する分子生物学的機能の活性上昇が認められ,逆にアポトーシス
 関係する機能の活性低下が認められることが示された。TP53の変異の有無を予測する遺伝子発
 現プロファイルとして33遺伝子が選択された。この遺伝子の中には変異型で発現上昇が認めら
 れる遺伝子にCDC45しなどの細胞周期・細胞分裂に関わる遺伝子が含まれるとともに,野性型
 p.53に直接または間接的に転写抑制を受けていることが示されているcyclinB2,PLK,securin,
 survivin,stathmin1の5遺伝子が含まれていた。またER,,HER,2のステータスを予測する
 遺伝子発現プロファイルの検討で,免疫組織染色の結果とは反対のステータス判定される症例が
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 複数あることが示された。
結語
 浸潤性乳管癌40例を用いて,網羅的遺伝子発現解折を行い,各因子のステータスにより選択
 された遺伝子を分子生物学的機能によって分類することにより,各因子の特徴となる分子生物学
 的機能を見いだした。TP53変異型では,細胞周期,細胞分裂に関わる分子生物学的機能の活性
 一ヒ昇と,アポトーシスに関わる分子生物学的機能の活性低下が特徴的であることが示された。
 TP53,ER,HER2の各ステータスを予測する遺伝子発現プロファイルを作成した。TP53変異
 型で発現が上昇する遺伝子の大部分は細胞周期,細胞分裂に関わる遺伝子であり,その中にp53
 により転写抑制を受けることが示されている5遺伝子が含まれていた。ER,HER2において免
 疫組織染色の結果と発現プロファイルの相関関係を示した。ER,HER2ステータスは乳癌治療
 の適応の決定に重要な分子マーカーであるため,免疫組織染色に加えて特定の遺伝子群の発現プ
 ロファイルやFISH法も含めた方法により多角的にER,HER2ステータスを評価するシステム
 の開発が必要であることが示唆された。survivin遺伝子はTP53変異群だけでなくER陰性群,
 HER2陽性群でも発現上昇が認められ,乳癌治療の新たな標的となる可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 申請者は,乳癌の予後に関する分子マーカーTP53の変異の有無,ER(エストロゲン受容体),
 HER2(EGFRファミリー受容体型チロシンキナーゼ)の3因子について,それぞれの因子の
 背景にある分子機構を解明するため,浸潤性乳管癌40例(乳腺・内分泌外科,病理部との共同
 研究計画「乳癌の分子診断法開発に関する研究」は倫理委員会承認済)を用いた網羅的遺伝子発
 現解析を行った。網羅的遺伝子発現解析はオリゴヌクレオチド・マイクロアレイ(41,000遺伝
 子搭載)を使用し,全40例の80%以上(32例以上)でバックグラウンドよりも十分に高いシグ
 ナル値を示す19,206遺伝子を抽出,統計学的解析の対象とした。3因子それぞれについて,統
 計学的に有意に発現変化を認める遺伝子群を抽出し,GeneOn七〇logyConsortiLlmの提唱する
 分子生物学的機能分類を用いて分類した。この結果,各因子の特徴となる分子生物学的機能を見
 いだした。Tρ53変異型では,細胞周期,細胞分裂に関わる分子生物学的機能の活性上昇と,ア
 ポトーシスに関わる分子生物学的機能の活性低下が特徴的であることが示された。さらに,Tρ
 53,ER,HER2の各ステータスを予測する遺伝子発現プロファイルを作成した。Tρ53変異型
 で発現が上昇する遺伝子の大部分は細胞周期,細胞分裂に関わる遺伝子であり,その中にp53
 により転写抑制を受けることが示されている5遺伝子が含まれていた。
 この研究は,浸潤性乳癌の予後に関わる既知の分子マーカーTP53変異の有無,ER,HER2
 の3因子について,それぞれのステータスと関連する分子機構を発現が変動した遺伝子の機能分
 類により転写プロフィールを明らかにしたユニークな方法論を有する。また,この研究で明らか
 にしたTP53変異ステータスの予測プロフィールは新規であり,かつ乳癌予後予測のみならず他
 の癌の予後予測に役立つ可能性がある。
 よって,本論文は'博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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